
Otras secciones de
este sitio:

☞☞☞☞☞ Índice de este número
☞☞☞☞☞ Más revistas
☞☞☞☞☞ Búsqueda

Others sections in
this web site:

☞☞☞☞☞ Contents of this number
☞☞☞☞☞ More journals
☞☞☞☞☞ Search

Artículo:

Cinética de la infección experimental en
cerdos con Mycoplasma hyopneumoniae
usando inmunofluorescencia

Derechos reservados, Copyright © 2003:
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM

Veterinaria México

Número
Number 1 Enero-Marzo

January-March 2003Volumen
Volume 34

edigraphic.com

http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-vetmex/e-vm2003/e-vm03-1/e1-vm031.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-vetmex/e-vm2003/e-vm03-1/e1-vm031.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-buscar/e1-busca.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-htms/i-vetmex/i-vm2003/i-vm03-1/i1-vm031.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-buscar/i1-busca.htm
http://www.medigraphic.com


edigraphic.com
Recibido el 19 de marzo de 2002 y aceptado el 5 de junio de 2002.
Estudio financiado por el Proyecto PAPIIT núm. IN209701.

* Facultad de Estudios Superiores-Cuautitlán, Universidad Nacional Autónoma de México, Av. Primero de Mayo s/n, Campo I, Cuautitlán
Izcalli, Estado de México, México, Apartado Postal 222, Cuautitlán Izcalli, Tel/Fax. 56-23-20-58.

** Centro de Investigación y Estudios Avanzados, Departamento de Patología Experimental, Instituto Politécnico Nacional, Av. Instituto
Politécnico Nacional 2508, México, 07360.

Correspondencia y solicitud de sobretiros: Tonatiuh Cruz Sánchez, Laboratorio de Enfermedades Respiratorias del Cerdo, Coordinación
General de Estudios de Posgrado e Investigación, Programa de Posgrado en Producción y Salud Animal y Microbiología, FES-Cuautitlán, Av.
Primero de Mayo s/n, Campo I, Col. Atlanta, Cuautitlán Izcalli, Estado de México, México, Tel/Fax. (55) 56-23-20-58. Correo electrónico:
tonatiuh86@hotmail.com

Cinética de la infección experimental en cerdos con
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Abstract

Bronchial epithelium from Mycoplasma hyopneumoniae experimentally infected pigs was studied by using
immunofluorescence. Colonization was analyzed during twenty days post-infection. Twelve one-month-old
pigs were intratracheally inoculated with a Mycoplasma hyopneumoniae-infected lung homogenate. Pigs were
sacrificed on days 1, 4, 8, 12, 16 and 20 post-infection, two each day; six control animals were inoculated with
Friis media. Pneumonic lesions were evaluated and analyzed by M. hyopneumoniae isolation and histological
studies. Direct immunofluorescence was performed to determined colonization. Fluorescence was positive
starting on day four; cilium clumping was evident from day eight. Mycoplasma installation started in a spot
of the bronchial mucosa and extended to form a full fluorescence ring on day 20.
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Resumen

Se observó por medio de inmunofluorescencia el epitelio bronquial de cerdos infectados experimentalmente
con Mycoplasma hyopneumoniae, el evento de colonización se analizó durante los primeros 20 días posinfección.
Doce cerdos de un mes de edad fueron inoculados intratraquealmente con un homogeneizado pulmonar
conteniendo M. hyopneumoniae. Los cerdos fueron sacrificados de dos en dos, cada uno de los días 1, 4, 8, 12,
16 y 20 posinoculación, así como otros seis animales testigo que fueron inoculados intratraquealmente con
medio de Friis. En el sacrificio se evaluaron y se analizaron las extensiones de las lesiones neumónicas y se
realizaron estudios histopatológicos y de aislamiento. Se realizó la prueba de inmunofluorescencia directa
para determinar la localización del micoplasma. La fluorescencia fue positiva a partir de los cerdos sacrificados
el día 4, el fenómeno de agrupamiento de los cilios fue demostrable a partir del día 8. El micoplasma inició la
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Introducción

os micoplasmas patógenos se adhieren a la su-
perficie de las células epiteliales en las primeras
fases de la enfermedad, esto involucra sitios de

adhesión de la membrana celular del micoplasma y
receptores de la célula huésped.1,2 La adherencia de M.
hyopneumoniae a la porción distal de la mucosa del
tracto respiratorio del cerdo es un evento inicial impor-
tante para el desarrollo de la neumonía enzoótica.3,4

La patogenicidad de los micoplasmas depende en
gran medida de su habilidad para adherirse a la célula
hospedera, además de que existe una asociación estrecha
entre la citoadsorción y la citopatogenicidad en diferentes
especies de micoplasmas,5,6 esta condición se ha señalado
in vitro para M. hyopneumoniae;7,8 asimismo, se ha observa-
do que cuando M. hyopneumoniae se multiplica en tráquea
y en los bronquios, el evento primario de la infección es la
adhesión de los micoplasmas a las células ciliadas, for-
mando macollos, que después se desencadena en un
efecto citopático con exfoliación de las células epitelia-
les.9,10 En un estudio secuencial de cerdos inoculados con
M. hyopneumoniae cepa 11, se encontró en los animales
sacrificados hasta la semana 12, que la fluorescencia fue
muy intensa de la semana cuatro a la seis y que fue
decreciendo hasta la semana 12, lo que indicó que hubo
una disminución en el número de M. hyopneumoniae en
los estados avanzados de la enfermedad.11 El propósito de
este trabajo fue demostrar con la prueba de inmunofluo-
rescencia, las etapas iniciales de colonización en la muco-
sa respiratoria por M. hyopneumoniae.

Material y métodos

Se emplearon 21 cerdos machos y hembras híbridos,
destetados, de cuatro semanas de edad, obtenidos de una
granja libre de Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae y Pasteurella multocida. Tres cerdos se
emplearon para la producción del homogeneizado pul-
monar de desafío; doce cerdos para la infección experi-
mental y seis testigos. El estudio fue conducido de acuer-
do con la que recomienda el Comité de Cuidado de los
Animales. La cepa de micoplasma utilizada en este traba-
jo fue Mycoplasma hyopneumoniae cepa 194.* El cultivo de

localización bronquiolar en un punto de la mucosa y se extendió al resto, hasta formar un anillo fluorescente
completo al día 20.
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Introduction

athogenic mycoplasmas adhere to the surface
of epithelial cells in the first stages of the dis-
ease. This involves adhesion sites on the myco-

plasmal cellular membrane and receptors on the host
cell.1,2 Adherence of M. hyopneumoniae in the distal
mucosa of the pig’s respiratory tract in an important
initial event for the development of enzootic pneu-
monia.3,4

The pathogenicity of mycoplasma depends, to a
great extent, on their ability to adhere to the host
cell. There is also a close link between cellular ad-
sorption and cytopathogenicity in different species
of mycoplasma,5,6 a condition that has been pointed
out in vitro for M. hyopneumoniae.7,8 Furthermore, it
has been observed that when M. hyopneumoniae
multiplies in the trachea and bronchi, the primary
event of infection is the adhesion of the mycoplasma
to the ciliated cells, forming clumps, that then un-
leash the cytopathic effect with epithelial cell exfoli-
ation.9,10 A sequential study in pigs inoculated with
M. hyopneumoniae strain 11, found that in animals
sacrificed up to the 12th week of age, fluorescence
was very intense up through weeks four to six, and
then decreased up to week twelve, thus indicating a
decreased number of M. hyopneumoniae in the ad-
vanced stages of the disease.11 The objective of this
study was to demonstrate the initial stages of coloni-
zation by M. hyopneumoniae in respiratory mucosa
using immunofluorescence.

Material and methods

Twenty-one male and female hybrid four-week-
old pigs, obtained from a farm that was free of
Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleurop-
neumoniae and Pasteurella multocida were used. Three
pigs were used for the production of the M. hyop-
neumoniae-infected lung homogenate; twelve for
the experimental infection and six as controls. The
study was conducted following the Animal Care
Committee’s recommendations. The mycoplasma
strain used was Mycoplasma hyopneumoniae strain
194*. Strain culture was carried out in 10 ml of Friis
media at 37°C for 72 h. This was then inoculated in

* Proporcionada por el doctor Richard Ross, del Veterinary
Medical Research Institute, College of Veterinary  Medicine,
Fowa State University, Ames, Iowa, USA.
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la cepa fue realizado en 10 ml de medio de Friis, a 37°C,
durante 72 h. Posteriormente se inoculó en 250 ml y
después en 1 000 ml del mismo medio, incubándose a
37°C en un baño maría por agitación. Las células fueron
cosechadas por centrifugación a 16 000 g y se lavaron tres
veces en solución salina balanceada de Hanks (*HBSS). El
micoplasma obtenido fue almacenado en viales estériles
a –20°C, hasta su uso en tres cerdos para la preparación del
homogeneizado pulmonar. La preparación y estandari-
zación del inóculo de M. hyopneumoniae para la produc-
ción del homogeneizado pulmonar, se llevó a cabo a
partir de un cultivo conteniendo M. hyopneumoniae cepa
194 (con 104 unidades cambiantes de color/ml, UCC/ml),
en 10 ml de medio de Friis, y fue administrado a un cerdo
por vía endotraqueal con una sonda nasofaríngea, el
cerdo fue previamente sedado con azaperona (2 mg/kg
peso, vía intramuscular) y anestesiado con clorhidrato de
metomidato (1.5 mg/kg de peso, vía intravenosa), el ani-
mal fue observado diariamente, y cuando se presentaron
los signos clínicos de tos y disnea se sacrificó a los 23 días
posinoculación (PI). Las áreas neumónicas localizadas en
los lóbulos craneales fueron separadas asépticamente y se
preparó un homogeneizado pulmonar al 20% (peso/
volumen) en 10 ml de medio de Friis con M. hyopneumo-
niae a una concentración de 104 UCC/ml, para ser adminis-
trados a los otros dos cerdos y así obtener mas inóculo.12

De los 18 animales se tomaron al azar 12 cerdos, que
fueron inoculados con 10 ml, una suspensión pulmonar de
M. hyopneumoniae, cepa 194 (con un título de 104 CCU/ml),
administrados por vía endotraqueal con una sonda naso-
faríngea, a los otros seis cerdos testigos, se les inocularon 10
ml de medio de Friis. Todos los cerdos fueron previamente
sedados y anestesiados. Al azar, cada cuatro días (días 1, 4,
8, 12, 16 y 20), se sacrificaron dos cerdos inoculados y un
testigo, por exsanguinación, que nuevamente fueron seda-
dos y anestesiados. El día de la inoculación se designó como
día uno. Los lechones fueron observados diariamente para
determinar la temperatura corporal y evaluar los signos
clínicos respiratorios como tos y disnea.

Se obtuvieron los pulmones asépticamente, se eva-
luó la extensión de las lesiones por el método de plani-
metría.12 Se realizó el aislamiento de micoplasmas me-
diante el empleo del medio de Friis líquido, realizando
diluciones de la muestra de 100 a 10-5. Se tomaron seccio-
nes de los lóbulos craneales con tejido pulmonar neu-
mónico y se congelaron para la prueba de inmunofluo-
rescencia. Asimismo, fragmentos de pulmón neumóni-
co de todos los cerdos fueron fijados con paraformalde-
hído-lisina-peryodato y teñidos con hematoxilina y eosi-
na, para ser procesados y evaluados por histopatología.

Del tejido pulmonar neumónico se tomaron varias
secciones y fueron congelados a –70°C. Las secciones

250 ml and later 1 000 ml of the same media, incu-
bated at 37°C in a heater bath under constant agita-
tion. Cells were harvested by centrifugation at 16
000 g and then washed three times in Hanks’ bal-
anced salt solution (HBSS**). The mycoplasma ob-
tained was stored in sterile vials at -20°C until use in
the three pigs for lung homogenate preparation.
The preparation and standardization of the M. hy-
opneumoniae inoculate, for the production of lung
homogenate, was carried out using the culture con-
taining M. hyopneumoniae strain 194 (with 104 color
changing units/ml, CCU/ml) in 10 ml of Friis media.
This was administered intratracheally to each pig
using a nasopharyngeal tube* following sedation
with azaperone (2 mg/kg, IM) and anesthetization
with metomidate hydrochloride (1.5 mg/kg, IV).
The animal was observed daily and as soon as
clinical signs, including coughing and dyspnea,
appeared was euthanized at 23 days post-inocula-
tion (p.i.). The pneumonic areas were located in the
cranial lobules and were separated aseptically for
preparation of the lung homogenate at 20% (weight/
volume) in 10 ml of Friis media containing M. hyop-
neumoniae at a 104 CCU/ml concentration. This was
administered to the other two pigs to obtain more
inoculate.12

Of the 18 animals, 12 were picked at random and
endotracheally inoculated, using a nasopharyngeal
tube, with 10 ml of the M. hyopneumoniae strain 194
lung homogenate (with a 104 CCU/ml titer). The six
control pigs were inoculated with 10 ml of Friis media.
All the pigs had been previously sedated and anes-
thetized. Every four days (days 1, 4, 8, 12, 16 and 20)
two inoculated pigs and one control were picked to be
sacrificed at random via exsanguination, following
sedation and anesthetized. The day on which inocu-
lation occurred was designated as day one. The pig-
lets were observed daily to determine body tempera-
ture and evaluate clinical respiratory signs such as
coughing and dyspnea.

Lungs were collected aseptically and lesion ex-
tension was evaluated using planimetry.12 Liquid
Friis media was used to isolate mycoplasma in sam-
ple dilutions ranging from 100 to 10-5. Cranial lobule
sections of pneumonic lung tissue were obtained
and frozen using immunofluorescence. Pneumon-
ic lung fragments from all pigs were fixed in
paraformaldehyde-lysine-periodate and stained
with hematoxylin-eosin for processing and histo-
logical evaluation.

Pneumonic lung tissue was collected from vari-
ous sections and frozen at -70°C. Six micrometer
sections were cut with a cryostat microtome and
fixed in absolute ethanol at 4°C for 10 min and
conserved at -20°C. Staining was carried out using

* HBSS, Hanks Balanced Salt Solution, SIGMA BIOSCIENCES
Cat H8264.



6464646464

fueron cortadas a 6 micrómetros con un microtomo
criostato y fijadas en etanol absoluto a 4°C durante diez
minutos y conservadas a –20°C. La tinción fue realiza-
da con conjugado contra M. hyopneumoniae, una dilu-
ción 1:16, elaborado en el laboratorio.12 Posteriormente
se observaron en un microscopio de fluorescencia bi-
nocular*, utilizando un filtro de excitación azul (BG12)
y un filtro de barrera 50. La intensidad de las reacciones
positivas fue considerada de 1+ a 4+.13

Resultados

En los animales desafiados se observó la hipertermia a
partir del día 16, mientras que los signos clínicos de tos
y disnea se presentaron a partir del día 18. Los cerdos
testigos no presentaron signos clínicos ni temperatura.

En los animales testigos que fueron sacrificados cada
cuatro días no se encontraron lesiones macroscópicas ni
microscópicas. En los cerdos desafiados y sacrificados a
partir del día uno no se presentaron lesiones pulmonares
macroscópicas. Se empezaron a observar lesiones en los
pulmones en los animales sacrificados a partir del día
cuatro y alcanzaron su mayor magnitud al día 20 posino-
culación. El aspecto de las lesiones en la mayoría de los
animales fue el cambio de color del parénquima a colora-
ción rojiza; asimismo, algunos cerdos presentaron infla-
mación de linfonodos mediastínicos. Los promedios de
los porcentajes de lesión del área pulmonar consolidada
fueron en el día uno: sin lesiones; día cuatro: 2.4%, día
ocho: 7.4%, día doce: 8.1%, día dieciséis: 13.3% y día
veinte: 17.2% (Cuadro 1). Las lesiones histopatológicas
consistieron en una hiperplasia linfoide perivascular y
peribronquial y engrosamiento del septo alveolar, la cual
inició a partir del día cuatro, siendo el cuadro más severo
en uno de los cerdos del día 16 y en otro en el día 20.

Se detectó la presencia de M. hyopneumoniae por
medio de la prueba de inmunofluorescencia* sólo en los
animales inoculados. La fluorescencia fue detectada a
partir del día 4 PI, esta fluorescencia varió de + a +++;
asimismo, el fenómeno de agrupamiento de los cilios
fue detectado a partir del día 8. En el día 20 se observaron
grandes focos fluorescentes, tanto en mucosa como en el
exudado que ocupó especialmente a los bronquiolos,
formándose un anillo fluorescente característico y pre-
sumiblemente macrófagos que han ingerido células
descamadas e infectadas (Cuadro 2 y Figura 1). En todos
los cerdos inoculados se logró recuperar a Mycoplasma
hyopneumoniae, en diluciones que variaron de 10-2 a 10-4.
En los cerdos testigos el aislamiento fue negativo.

Discusión

La prueba de inmunofluorescencia fue previamente eva-
luada por varios autores, recomendándola por las ventajas

anti-M. hyopneumoniae conjugate in a 1:16 dilution
elaborated in the laboratory.12 The sections were
observed in a binocular fluorescence microscope,*
using a blue excitation filter (BG12) and a 50 barrier
filter. The intensity of the positive reactions was
considered to range from 1+ to 4+.13

Results

The infected animals showed hyperthermia from day
16, coughing and dyspnea began on day 18. Control
pigs did not present clinical signs or fever.

Control animals that were euthanized every four
days did not have gross or microscopic lesions. Infect-
ed pigs euthanized on day one did not present any
gross pulmonary lesions. Lesions began to appear on
day four and reached their greatest magnitude at day
20 p.i.. The majority of lesions in animals showed a
change in color of the parenchyma, becoming red;
likewise, some pigs presented inflammation in medi-
astinal lymph nodes. The average lesion percentages
of consolidated lung were: day one, no lesions; day
four, 2.4%; day eight, 7.4%; day 12, 8.1%; day 16,
13.3%; and day 20, 17.2% (Table 1). The histopatho-
logic lesions consisted in perivascular and peribron-
chial lymphoid hyperplasia, as well as thickening of
the alveolar septum, which began on day four, being
the most severe in one of the pigs on day 16, and in
another on day 20.

The presence of M. hyopneumoniae was only de-
tected by immunofluorescence in those animals that
had been inoculated. Fluorescence was detected from
day 4 p.i., varying from + to +++. The cilium
clumping was detected from day eight. By day 20,
large fluorescent foci were present both in the mu-
cosa and in the exudates, being most prominent in
the bronquioles, forming a characteristic fluorescent
ring and presumably involving macrophages that
had ingested the desquamated or infected cells (Ta-
ble 2 and Figure 1). Mycoplasma hyopneumoniae iso-
lates were obtained from all pigs that were inoculat-
ed, obtaining dilutions ranging from 10-2 to 10-4. In
the control pigs, isolation was negative.

Discussion

Immunofluorescence had been evaluated by vari-
ous authors previously, and had been recommend-
ed for diagnostic purposes based upon the advan-
tages that it presents, such as its specificity and
speed.11,14,15 The specificity of immunofluorescence
was determined by Sorensen et al.16 Upon determin-
ing the sensitivity of four tests, isolation, immunof-
luorescence, polymerase chain reaction (PCR) and
ELISA, during the acute phase of infection between

* Carl Zeiss, WL equipado con condensador de campo oscuro y
lámpara de vapor de mercurio HB 22 W/4.
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que presenta, como son su rapidez de realización y especi-
ficidad, para su empleo en el diagnóstico.11,14,15 La especifi-
cidad de la prueba de inmunofluorescencia fue determina-
da por Sorensen et al.16 Al determinar la sensibilidad de
cuatro pruebas, aislamiento, inmunofluorescencia, reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR) y ELISA durante la
fase aguda de la infección entre los 14 y 28 días posinfec-
ción, el cultivo fue el método más sensible en comparación
con la inmunofluorescencia, la PCR o un ensayo inmu-
noenzimático para detectar el antígeno, la prueba de inmu-
nofluorescencia resultó comparable a la PCR.

En todos los cerdos inoculados se recuperó el micoplas-
ma y se observó fluorescencia positiva en los bronquiolos,
lo cual confirmó que los animales estaban infectados. A
partir del día ocho, ocurrió el fenómeno de agrupamiento,
en el cual los cilios se unieron formando mechones, y se
atribuyó a la superficie pegajosa del micoplasma que los
aglomeró, permitiendo que los cilios se pegaran entre sí, el
fenómeno fue perceptible en todos los animales inocula-
dos.10,17 El micoplasma continuó invadiendo la mucosa
bronquiolar, y la fluorescencia se observó más abundante,
ello significó que el número de micoplasmas aumentó. En
trabajos previos16,18 se ha utilizado la prueba de inmu-
nofluorescencia como parte de los trabajos experimenta-
les, en este trabajo por la forma secuencial y en la etapa
inicial en que fueron sacrificándose los animales, se pudo
definir cómo el micoplasma inició la infección y cómo fue
localizado en una pequeña porción de la mucosa bronquio-
lar (días 4 y 8 PI), para posteriormente avanzar sobre toda
la mucosa, hasta el día 16 se formó un anillo fluorescente.

En el día 12 se detectaron la fluorescencia, así como el
apelmazamiento de los cilios. La hipertrofia del epitelio
bronquiolar fue más acentuada, y el tejido pulmonar
comenzó a consolidarse. En estas condiciones el epitelio
bronquiolar dejó de ser el principal mecanismo de re-

days 14 and 28 p.i., culture was the most sensitive
method when compared against immunofluores-
cence, while PCR or immunoenzymatic assay was
best at detecting antigen; while immunofluorescence
was comparable to PCR.

In all pigs inoculated, mycoplasma was recovered
and positive fluorescence was observed in the bron-
quioles, thus confirming that the animals had been
infected. From day eight, clumping was observed,
with the cilia forming tufts, attributed to the sticky
mycoplasmal surface which agglomerated them, thus
allowing cilia to stick to one another; said phenom-
enon was observable in all the inoculated animals.10,17

Mycoplasma continued to invade the bronchiolar
mucosa and fluorescence was more abundant, thus
indicating an increase in the number of mycoplas-
ma. Previous studies16,18 have used immunofluores-
cence as part of their experimental work. In this
study, sequential euthanasia permitted us to define
how the mycoplasma initiated infection and was
present only on a small portion of the bronchiolar
mucosa (days four and eight p.i.), later advancing
along the entire mucosa up to day 16 where a fluo-
rescent ring was formed.

On day 12, both fluorescence and cilium clumping
were detectable. Bronchiolar epithelial hypertrophy
was more evident and the lung tissue began to consol-
idate. At this point, bronchiolar epithelium ceased to
be the main removal mechanism and colonization by
secondary pathogens, in particular Pasteurella multoci-
da, occurred, as has been pointed out by other au-
thors.12,19

On day 16 fluorescence intensity became great-
er, the quantity of mycoplasma antigen increased

Cuadro 1Cuadro 1Cuadro 1Cuadro 1Cuadro 1
EVALUACIÓN post mortem EN LOS CERDOS TESTIGO Y DESAFIADOS EXPERIMENTALMENTE CON Mycoplasma hyopneumoniae DESDE

EL DÍA 1 HASTA EL DÍA 20
Post mortem EVALUATION OF CONTROL PIGS AND THOSE EXPOSED TO Mycoplasma hyopneumoniae FROM DAY 1 TO 20.

                 Days

1 4 8 12 16 20

Pigs inoculated 2 2 2 2 2 2
PLE 0 2.4 7.4 8.1 13.3 17.2
ML Neg Pos Pos Pos Pos Pos
Culture Neg 10-3 10-3 10-3 10-4 10-4

Six control pigs were inoculated with 10 ml of Friis media, one was sacrificed on each day shown, all were negative to all tests. Twelve pigs
were inoculated with 10 ml of lung homogenate containing 104 CCU/ml of M. hyopneumoniae, sacrificing two on each day shown. PLE:
Pneumonic lesion extent in %; ML: microscopic lesions with peribronchiolar lymphocytic infiltration, characteristic of proliferative pneumonia.
Culture: M. hyopneumoniae isolation from pneumonic lesions found in the cranial lobules. Neg: negative, Pos: positive.
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Cuadro 2Cuadro 2Cuadro 2Cuadro 2Cuadro 2
GRADOS DE FLUORESCENCIA Y EFECTO DE APELMAZAMIENTO  EN LOS CERDOS INFECTADOS CON Mycoplasma hyopneumoniae

FLUORESCENCE DEGREE AND EFFECT OF CILIUM CLUMPING IN PIGS INFECTED WITH  Mycoplasma hyopneumoniae.

Day Control pigs IFA Infected pigs IFA degree Cilium clumping

0 1 - 2 - -
3 - -

4 4 - 5 + -
6 - -

8 7 - 8 + -
- 9 + +

12 10 - 11 ++ +
12 ++ +

16 13 - 14 + +
15 +++ +

20 16 - 17 + +
18 ++ +

Figura 1.Figura 1.Figura 1.Figura 1.Figura 1. Prueba de inmunofluorescencia. Observación de focos fluorescentes en cortes de pulmón infectados con Mycoplasma hyopneumoniae
de animales infectados y sacrificados en diferentes días posinfección. Día cero, sin focos fluorescentes; día ocho, focos fluorescentes pequeños
situados en un área de los bronquiolos; día doce, focos fluorescentes en toda la mucosa bronquial del tejido afectado y en la luz células descamadas
y quizás macrófagos que las han ingerido; día veinte, grandes focos fluorescentes tanto en mucosa como en el exudado que llena los bronquiolos
presumiblemente macrófagos que han ingerido células descamadas e infectadas (400X).
Immunofluorescence test. Focal fluorescence in lung sections from pigs infected with Mycoplasma hyopneumoniae and euthanized on different
days post-infection. Day zero, no focal fluorescence; day eight, small focal fluorescence spots in bronchiolar area; day 12, focal fluorescence in
all the bronchial mucosa of the affected tissue, as well as in the desquamated cells found in the lumen and possibly in macrophages that have
ingested the cells; day 20, large focal fluorescence spots in the mucosa as well as in the exudate that fill the bronchioles, presumably in
macrophages that have ingested desquamated and infected cells (400X).
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moción pulmonar y la colonización por patógenos se-
cundarios, en particular Pasteurella multocida, se llevó a
cabo como lo han señalado otros autores.12,19

En los cerdos del día 16 se incrementó la intensidad
de la fluorescencia, la cantidad de antígeno de micoplas-
mas fue alta y la prueba se hizo más evidente; se observó
la formación de un anillo fluorescente completo (Cua-
dro 2 y Figura 1), a diferencia de Amanfu et al.,11 quienes
lo determinaron cada dos semanas, en donde la fluores-
cencia fue muy intensa durante la semana cuatro a seis,
y fue decreciendo hasta la semana 12, lo que indicó que
hubo disminución en el número de M. hyopneumoniae en
los estados avanzados de la enfermedad.

El día ocho marcó el inicio del agrupamiento de los cilios
y a la vez se observó la proliferación del tejido linfoide
asociado a bronquios (BALT) y otros elementos celulares.
Es de llamar la atención la existencia puntos fluorescentes
fuera de la mucosa (Figura 1), lo que podría indicar un
acarreo por parte de macrófagos o células dendríticas al
tejido linfoide más cercano, lo cual desencadenaría una
respuesta humoral o celular. Es posible que a partir de este
día, el micoplasma ejerza una doble acción, primero en la
destrucción de los cilios y la otra liberando proteínas o
toxinas que inicien la modulación de la respuesta celular;
estos hallazgos de agrupamiento en los primeros estadios
de la enfermedad coinciden con los trabajos de Blanchard
et al.7 y Mebus y Underhal,5 por lo que sería interesante
establecer el comportamiento que realiza el micoplasma
dentro del tejido pulmonar, así como la estimulación de
factores inmunomoduladores como parte de los eventos
inmunopatógenos de M. hyopneumoniae.
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and the test became all the more evident, thus
forming the complete fluorescence ring (Table 2
and Figure 1). This is different to what was found
by Amanfu et al,11 who determined fluorescence
every two weeks, finding the most intense reaction
during weeks four and six, with decreasing amounts
up to week 12, thus indicating the decreased num-
ber of M. hyopneumoniae in the advanced stages of
the disease.

Day eight marked the start of cilium clumping,
concurrent with proliferation of bronchial associat-
ed lymphoid tissue (BALT) and other cellular ele-
ments. It is worthy to note the existence of fluores-
cent foci outside the mucosa (Figure 1B), which
could indicate certain transport by macrophages
and dendritic cells to nearby lymphoid tissue which
could unleash a humoral or cellular immune re-
sponse. It is possible that from this day mycoplasma
exerts a double action, first in the destruction of cilia
and then liberating proteins and toxins that initiate
the modulation of the cellular response. These find-
ings on cilium clumping in the early stages of the
disease concur with studies by Blanchard et al.7 and
Mebus and Underhal,5 and it would be interesting to
determine the behavior of mycoplasma within lung
tissue, as well as the role of immunomodulating
factors in the immunopathogenicity of M. hyopneu-
moniae.
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